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COMPOSITIONS DESTINEES AU TRAITEMENT DES NEUROPATHIES 
PERIPHERIQUES, PREPARATION ET UTILISATIONS 

5 

Introduction et etat de I'art 

La presente invention se rapporte aux domaines techniques de la 
biologie, de la pharmacologic et de la medecine. Ses applications concernent 
10 notamment les domaines de la sante humaine et animate. Plus particulierement, 
I'invention decrit I'utilisation d'un modulateur de I'AMPc dans la preparation de 
compositions destinees a la prevention ou au traitement des neuropathies 
peripheriques. Elle porte par ailleurs sur des outils et kits pour la preparation des 
compositions evoquees ci-dessus. 

15 

Sous ie terme de maladies neuromusculaires, on regroupe toutes les 1" 
affections qui atteignent les cellules et les fibres du systeme nerveux 
peripherique (atteinte neurogene), qui atteignent les muscles (atteinte myogene), 
ou enfin qui touchent la jonction entre les fibres nerveuses et les fibres 
20 musculaires (maladie de la transmission neuromusculaire). Au sein des maladies 
neuromusculaires, on reserve le terme de neuropathies aux atteintes des fibres 
nerveuses aboutissant a la destruction des neurones. 

Dans les atteintes neurogenes, on peut distinguer trois sous-groupes 
25 selon le type fonctionnel de cellules ou fibres nerveuses atteintes : 

Les atteintes motrices pures, par exemple les amyotrophies spinales. 
Elles sont liees a des anomalies des neurones moteurs du systeme nerveux 
peripherique (SNP). II existe aussi d'autres maladies neurogenes purement 
motrices, dans lesquelles les motoneurones sont indemnes, mais ou ce sont les 
30 fibres motrices des nerfs qui sont specifiquement atteintes. 

Les atteintes sensitives pures concernent les fibres sensitives des nerfs 
du systeme nerveux peripherique. 
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Les neuropathies sensori-motrices ou sensitivo-motrices atteignent les 
nerfs moteurs et sensitifs. Ces neuropathies sont de loin les plus frequentes. 

Les neuropathies sensitivo-motrices peuvent etre d'origine non hereditaire 
5 ou au contraire d'origine hereditaire comme par exemple la maladie de Charcot- 
Marie-Tooth (CMT). 

La maladie de CMT decouverte en 1886 est la plus frequente des 
neuropathies sensitivo-motrices hereditatres. On distingue plusieurs maladies de 
10 CMT : les types 1 et 2 sont le plus souvent autosomiques dominants mais 
peuvent egalement etre herites selon un mode autosomique recessif. Plus 
rarement, le type 1 peut se transmettre de facon dominante liee au chromosome 

La maladie de CMT presente ainsi une grande heterogeneite genetique, mais il a 
15 ete demontre, en 1991 , que la majorite des malades atteints de la forme CMT1A 
la plus frequente (plus de la moitie des cas) presentment une duplication de la 
region 17p11.2 [Lupski, 1991 #1] [Raeymaekers, 1991 #2], de taille invariante 
(1 ,5 Mb), qui comprend le gene codant pour la prot6ine de la myeline PMP22. 
Des mutations ponctuelles ayant ete retrouvees chez de rares patients CMT1A 
20 ne presentant pas cette duplication ont permis de demontrer que ce gene est la 
cause principale du phenotype CMT1A. 

Le moment ou apparaissent les premiers symptomes est tres variable 
d'un patient a I'autre et pour chaque type de maladie de CMT. De meme, la 
25 severite avec laquelle le gene responsable de la maladie s'exprime depend de 
plusieurs facteurs. Ainsi, au sein d'une meme famille, la severite de la maladie 
peut differer d'un individu a I'autre. 

Plusieurs composants differents du systeme nerveux peripherique peuvent etre 
atteints. Une classification de ces maladies a ete proposee a partir des elements 
30 atteints : 
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Les CMT de type 1 se caracterisent par des anomalies des gaines de 
myeline. Ces dernieres sont souvent tres fines et parfois totalement absentes. Le 
processus qui conduit a ia perte de myeline s'appelle la demyelinisation. Quand 
la gaine de myeline est atteinte, la conduction saltatoire de Pinflux nerveux ne 

5 peut plus avoir lieu de fa?on correcte et la vitesse de conduction nerveuse 
diminue. Parfois, Pinflux nerveux n'arrive plus du tout. Ceci se produit en 
particulier pour les axones les plus longs a savoir ceux qui atteignent les 
extremites du corps (parties distales) et innervent les pieds et les mains. C'est 
pour cette raison que ces maladies de CMT se manifestent preferentiellement 

10 dans les membres et en particulier a leurs extremites. 

Lorsqu'il y a demyelinisation, des processus de reparation de la gaine de 
myeline peuvent prendre place (remyelinisation). Ces phenomenes alternant de 
de- et de remyelinisation peuvent causer la formation progressive de structures 
concentriques dont Paspect evocateur au microscope les fait qualifier de bulbed 

15 d'oignon. Dans les bulbes d'oignon, le nombre de cellules de Schwann entourant 
les axones est fortement augmente, les fibres nerveuses deviennent done j 
hypertrophiques. 

Pour les CMT de type 2, Panomalie se trouve dans les axones eux- 
20 memes. Le nombre d'axones diminuant (degenerescence axonale), le nombre 
de fibres nerveuses diminue. Parfois, il y a une regeneration des axones atteints. 
Ce phenomene est appele bourgeonnement axonal. 

Dans les CMT de type 1, les vitesses de conduction nerveuse sont 
25 fortement ralenties. Dans les CMT de type 2, les anomalies des vitesses de 
conduction nerveuse sont mineures ou absentes. 

L'age d'apparition des symptomes pour les CMT de type 1 et 2 peut varier 
chez Phomme de la premiere a la sixieme decennie de vie. La CMT de type 2 se 
30 revelerait en moyenne plus tard que le type 1, rarement avant Page de 10 ans. 
Cependant, il est habituellement impossible de distinguer ces deux types de 
CMT sur les seuls symptomes clinfques. 



4 



Quel que soit I'age, les anomalies vont d'abord concemer les parties du 
corps les plus distales a savoir les pieds (pieds creux) et les orteils. Si la maladie 
evoiue, I'atteinte touchera les muscles de la partie anterieure et externe de la 

5 jambe, provoquant leur atrophie (on parle notamment de « mollets de coq »), et 
parfois les muscles des mains. Dans ce dernier cas, les mouvements fins des 
doigts et la realisation de gestes necessitant a la fois force et precision, peuvent 
devenir difficiles. Dans certains cas, les muscles des cuisses, des epaules et du 
dos pourront etre touches ulterieurement. Les patients peuvent assez souvent 

10 presenter un tremblement lie a I'exces de travail musculaire demande a des 
muscles affaiblis par la maladie. Dans tous les cas, la maladie evoiue lentement, 
de facon progressive sur des annees, voire pas du tout. Quelle que soit la partie 
du corps qui est touchee, cette atteinte esttoujours symetrique. 

15 Comme pour la plupart des affections neuromusculaires, en particulier les 

affections hereditaires, la guerison de la CMT n'est actuellement pas possible et 
aucune therapeutique curative n'a jusqu'ici ete proposee, les patients ne 
beneficiant que de traitements symptomatiques pour diminuer le plus possible 
les consequences desagreables de la maladie. Parmi les medicaments 

20 symptomatiques, les derives de la quinine sont utilises centre les crampes 
musculaires. Lorsque les antalgiques usuels (Aspirine, Paracetamol, etc.) sont 
inefficaces, le traitement des douleurs est parfois ameliore par des medicaments 
tels que certains anti-depresseurs ou anti-epileptiques. La chirurgie est 
egalement parfois envisagee pour corriger les deformations osteo-articulaires 

25 sources de douleurs et d'inconfort. 

A c6te des CMT 1 et 2, on distingue d'autres maladies hereditaires qui 
component des symptomes communs a ceux decrits pour la maladie de CMT, 
associes a d'autres anomalies. II s'agit notamment des neuropathies hereditaires 
30 avec hypersensibilite a la pression nerveuse, de la maladie de Refsum, de la 
maladie de Strumpell-Lorrain, de la retinite pigmentaire, etc. 
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La presente invention propose pour la premiere fois des compositions et 
methodes permettant de prevenir et de traiter les neuropathies peripheriques, 
qu'elles soient d'origine hereditaire ou non. Ceci est permis de fa$on 
surprenante par I'administration de compositions comprenant au moins un 
5 modulateur de I'AMPc, tel que la vitamine C par exemple. 

Les bienfaits de Tacide ascorbique ou vitamine C sont nombreux et son 
utilisation est largement recommandee dans le cadre de divers traitements 
therapeutiques. Une partie des actions biologiques connues de la vitamine C est 

10 expliquee par son action anti-oxydante, qui aide a lutter contre les mefaits des 
radicaux libres. Elle participe aussi a la synthese des neurotransmetteurs 
secretes par le cen/eau et par les terminaisons nerveuses. Parmi ces derniers, 
on peut citer notamment les catecholamines qui interviennent dans les reactions • 
de stress. La vitamine C est egalement necessaire au developpement et a la 

15 bonne sante des muscles et des os. Elle accelere les processus de cicatrisation, ■? 
aide au fonctionnement du systeme immunitaire (d'ou sa large utilisation anti- - 
infectieuse), combat les reactions allergiques, intervient dans la synthese v 
d'hormones et dans Tabsorption du fer. Elle joue un role dans la detoxification de * 
Torganisme en stimulant la fabrication d'une enzyme, le cytochrome P450. Elle 

20 s'oppose en outre a Taction de composes cancSrigenes que sont les 
nitrosamines. La vitamine C est par exemple utilisee pour favoriser la 
reconstitution du collagdne, pour lutter contre les maladies bacteriennes ou 
virales ou pour lutter contre les problemes lies a Fatherosclerose, ^ 
I'hypertension, aux hemorrofdes ou au diabete. Elle est egalement utilisee 

25 comme regulateur de la digestion. 

L'invention decrit a present une nouvelle utilisation particulierement 
avantageuse des modulateurs de I'AMPc et en particulier de la vitamine C dans 
le cadre de la preparation de compositions pharmaceutiques destinees a la 
30 prevention ou au traitement des neuropathies peripheriques. 

Description generate de Tinvention 
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Le probleme que la presente invention se propose de resoudre consiste a 
offrir aux patients atteints ou aux sujets presentant des risques de developper 
une neuropathie peripherique des compositions destinees a la prevention ou au 
5 traitement desdites neuropathies. 

Un premier aspect particulier de I'invention concerne ainsi I'utilisation d'un 
modulateur de I'AMPc dans le cadre de la preparation d'une composition 
destinee a la prevention ou au traitement des neuropathies peripheriques. Un 

10 exemple de modulateur particulierement avantageux de I'AMPc dans le contexte 
de la presente invention est la vitamine C ainsi que tout derive de cette derniere. 
La vitamine C se comporte en effet comme un inhibiteur de I'AMPc. Un aspect 
particulierement prefere de I'invention concerne ainsi I'utilisation d'un inhibiteur 
de I'AMPc dans le cadre de la preparation d'une composition destinee a la 

15 prevention ou au traitement des neuropathies peripheriques. 

Un autre aspect de I'invention concerne une methode de preparation 
d'une composition destinee au traitement des neuropathies peripheriques 
caracterisee en ce que la composition comprend, a titre de principe actif, un 
20 modulateur de I'AMPc, tel que I'acide ascorbique ou un derive de ce dernier 
assimilable par I'homme ou I'animal, en association avec un vehicule acceptable 
sur le plan pharmaceutique. 

L'invention concerne egalement une methode de traitement prevent* ou 
25 curatif des neuropathies peripheriques, comprenant I'ad ministration a un sujet 
atteint d'une telle pathologie ou presentant un risque d'en developper, d'une 
quantite efficace d'inhibiteur de I'AMPc et par exemple de vitamine C ou d'un 
derive de celle-ci. 
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L'invention concerne par ailleurs un kit destine a la mise en ceuvre d'une 
methode selon I'invention. 
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Description detaillee de I'invention 

La presente invention concerne ainsi ('utilisation d'un modulateur de 
I'AMPc et par exemple de la vitamine C ou d'un derive de cette demiere dans le 
5 cadre de la preparation d'une composition destinee a la prevention ou au 
traitement des neuropathies peripheriques. 

Les neuropathies peripheriques visees sont des neuropathies d'origine 
hereditaire ou non. Un objet particulier de I'invention concerne ainsi I'utilisation 

10 d'un inhibiteur de I'AMPc, et notamment I'utilisation de la vitamine C, dans le 
cadre de la preparation d'une composition destinee a la prevention ou au 
traitement des neuropathies peripheriques d'origine hereditaire, de preference 
demyelinisante et en particulier de la maladie de Charcot-Marie-Tooth mais 
egalement des neuropathies hereditaires du type des neuropathies entramant 

15 une hypersensibilite a la pression nerveuse, de la maladie de Refsum, de la 
maladie de Strumpell-Lorrain, de la retinite pigmentaire, etc. Selon un autre 
mode prefere de realisation de I'invention, la composition selon I'invention est 
destinee a la prevention ou au traitement des neuropathies peripheriques 
d'origine non hereditaire telles que les neuropathies provoquees par un 
20 traitement tel que I'hemodialyse, les neuropathies provoquees par le diabete, 
mais egalement les neuropathies telles que la polyradiculonevrite aigue, la 
polyradiculonevrite chronique, la maladie de Gillan Barre, etc.. 

Sans vouloir se lier a une quelconque theorie concernant le mecanisme 
25 d'action de la vitamine C, les observations realisees par les inventeurs dans le 
cadre de leurs travaux leur ont permis d'envisager differentes hypotheses. Les 
inventeurs ont recemment demontre que I'expression du gene PMP22 codant 
pour une proteine de la gaine de myeline se trouve sous le controle direct de 
I'AMPc, par I'intermediaire de la fixation de CREB sur deux sites du promoteur 
30 du gene, situes a 1,5 kb du site d'initiation de la transcription. En I'absence 
d'AMPc, Tactivite du promoteur minimal schwannien specifique (300 pb) est 
inhibee. Le traitement a I'aide d'AMPc permet de lever cette inhibition et de 
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restituer regression du promoteur minimal. L'une des hypotheses envisages 
par les inventeurs etait qu'une utilisation d'une quantite au contraire redurte 
d'AMPc pouvait diminuer I'activite de ce promoteur et ainsi diminuer la sur- 
expression de PMP22. Les inventeurs ont par ailleurs constate que la severrte 
5 du phenotype semblait dependre du niveau de sur-expression, avec un effet de 
seuil En effet, une sur-expression de 70 % ne sembie pas pathogene alors 
qu'une sur-expression de 100% (patients CMT1A) semb.e I'etre. Dans le cadre 
de la presente invention, les inventeurs ont teste Taction de la vitamine C sur le 
pool endogene d'AMPc et ont constate que la diminution de ce pool permettart 
10 de diminuer .'expression de PMP22, de maniere a ce que son taux passe au 
dessous du seuil de pathogeneicite. Cette hypothese a pu etre validee chez des 
animaux traites pendant 3 mois avec un inhibiteur de I'AMPc a savoir la vitamine 
C et chez des animaux de la meme fratrie auxquels avait ete administre un 
placebo. Ces animaux ont ete sacrifies. Les nerfs sciatiques ont ete preleves, 
15 I'ARN extrait et le niveau d'expression teste en PCR temps reel, a l'a.de 
d'amorces specifiques du transcrit humain. Les resultats montrent que le niveau 
d'expression de PMP22 est diminue apres le traitement par la vitamine C. Le 
nerf sciatique des souris traitees contient ainsi 8 fois moins d'ARN messager de 
PMP22 que celui des souris placebo (cf. : materiels et methodes). 

LMnvention concerne ainsi plus particulierement l»utilisat.on dun 
modulateur de I'AMPc et par exemple I'utilisation de la vitamine C ou d'un derive 
de cette derniere pour la preparation d'une composition capable de reguler 
l-expression de I'AMPc et/ou I'expression de la proteine PMP22 constitutive de la 
25 gaine de myeline entourant les fibres nerveuses. Selon un mode prefere de 
realisation de I'invention, la composition selon invention diminue I'express.on de 
I'AMPc et/ou celle de la proteine PMP22 laquelle est generalement sur-exprimee 
chez les sujets atteints de neuropathies peripheriques, en particulier chez les 
sujets atteints de la maladie CMT1 . 

LMnvention conceme par ailleurs une methode de preparation d une 
composition destinee au traitement des neuropathies peripheriques caracterisee 
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en ce que la composition comprend, a titre de substance active, un inhibiteur de 
I'AMPc, par exemple de I'acide ascorbique ou un derive de ce dernier 
assimilable par I'homme ou I'animal, en association avec un vehicule acceptable 
sur le plan pharmaceutique. 

5 

Dans le cadre des utilisations et methodes decrites ci-dessus, la vitamine 
C est choisie dans le groupe comprenant la vitamine C naturelle, la vitamine C 
synthetique et un melange de ces dernieres. La vitamine C naturelle peut etre 
extraite d'un produit naturel et notamment de produits tels que I'AceroIa, la baie 

10 d'eglantier, la goyave, le persil, le cassis, le kiwi, le fenouil, la papaye, le choux- 
fleur cru, le brocoli cuit, I'orange, le cresson, le choux-rouge, la pomme de terre, 
la mangue, les jus de citron et de pamplemousse, la groseille, la framboise, le 
fruit de la passion, la myrtille, etc. ou encore de produits enrichis art'rficiellement 
en vitamine C. II est egalement possible d'utiiiser un derive de la vitamine C tel 

15 que des esters de vitamine C ou des sels de vitamine C. En particulier, les 
esters de la vitamine C peuvent etre des esters d'ose de I'acide ascorbique, tels 
que notamment les derives glycosyles, mannosyle, fructosyle, fucosyle; 
galactosyl^, N-acetylglucosamine, N-acetylmuramique de I'acide ascorbique et 
leurs melanges et plus specialement !'ascorbyl-2 glucoside ou 2-O-alpha-D 

20 glucopyranosyl de I'acide ascorbique ou encore le 6-O-beta-D galactopyranosyl 
de I'acide L-ascorbique. Ces derniers composes ainsi que leurs precedes de 
preparation sont en particulier decrits dans les documents EP-A-487404, EP-A- 
425066 et J05213736. Les esters de la vitamine C peuvent etre des esters tels 
que i'ascorbyl palmitate ou le dipalmitate L-ascorbate. D'autres derives de la 

25 vitamine C utilisables dans le cadre de la presente invention peuvent etre des 
sels metalliques d'acide ascorbique phosphoryles, tels que notamment les 
ascorbyl phosphates de metal alcalin, les ascorbyl phosphates de metal alcalino- 
terreux et les ascorbyl phosphates de metal de transition. On utilise 
avantageusement I'ascorbyl phosphate de magnesium. II peut egalement s'agir 

30 d'ascorbyl sulfates. 
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^invention concerne egalement une methode telle que decrite ci-dessus 
caracterisee en ce que la composition est un complement alimentaire adapte a 
la consommation animate, de preference a la consommation humaine. 

L'invention concerne aussi une methode de traitement preventif ou curatif 
des neuropathies peripheriques, comprenant I'administration a un sujet atte.nt 
d'une telle pathologie ou presentant un risque d'en developper, d'une quantrte 
eff.cace d'un inhibiteur de I'AMPc, par exemple de vitamine C ou d'un derive de 
celle-ci. Un avantage particulierement interessant de cette methode de 
traitement est qu'elle peut faire intervener comme principe actif une molecule, la 
vitamine C, peu coOteuse, facile a obtenir et uti.isable immediatement dans des 
essais cliniques de phase III. 

Les compositions utilisees dans les methodes selon r.nvention 
comprennent en effet a titre de principe actif, un modulateur, de preference un 
inhibiteur de I'AMPc, par exemple de I'acide ascorbique ou un derive de ce 
dernier en association avec un vehicule acceptable sur ie plan pharmaceufque. 
Elles sont destinees a prevenir ou a traiter une neuropathie peripherique. Une 
telle composition peut etre une composition pharmaceutique ou un complement 
alimentaire adapte a la consommation animate, de preference a la 
consommation humaine. La composition selon Invention comprend 
generalement entre 250 mg et 6 grammes d'acide ascorbique ou d'un derive de 
ce dernier, de preference entre 1 et 6 grammes, encore plus preferentiellement 
entre 3 et 5 grammes. 

Le quantite de principe actif a administrer dans le traitement des 
neuropathies peripheriques selon I'invention depend bien evidemment de la 
nature et de la gravite de l'affection a traiter ainsi que du poids du malade. 
Neanmoins, les doses unitaires preferees comprendront generalement de 250 
0 mg a 6 grammes de vitamine C, avantageusement de 1 a 6 grammes, encore 
plus preferentiellement de 3 a 5 grammes. Ces quantites n'exoluent pas 
rabsorption de quantites plus elevees de vitamine C ou de derives de la vitam,ne 
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C. La vitamine C est en effet une molecule bien connue dont les effets 
secondaires, peu nombreux, sont egalement connus (la lithiase en particulier). 
La vitamine C est classiquement consideree comme favorisant la formation de 
calculs renaux {type oxalate) du fait de sa transformation en oxalate au cours de 
son catabolisme et du fait de I'acidification des urines. Des etudes de cohorte 
(« The health effect of vitamin C supplementation » : a review. Bendich et al., J 
Am Coll Nutr, 1995, 14, 124-136; "No contribution of ascorbic acid to renal 
calcium oxalate stones." Gester H, Ann Nutr Metab, 1997, 41, 269-82; 
« Biomarkers for establishing a tolerable upper intake level of vitamin C. » 
Johnston CS. Nutr Rev, 1999, 57, 71-7 ; CURHAN GC, WILLETT WC, RIMMEB 
et al, "A prospective study of the intake of vitamins C andB6 and the risk of kidney stones 
in men." The Journal of Urology, 1996, vol 155: 1847-1851 ; CURHAN GC, WILLET 
WC, SPEIZER FE et al, "Intake of vitamins B6 and C and the risk of kidney stones in 
women." J.AM.Soc.Nephrol., 1999, 10: 840-845 ; GERSTER H, "No contribution of 
ascorbic acid to renal calcium oxalate stones. Ann.Nutr. Metab.", 1997, 41: 269-282) oht 
cependant montre que la prise quotidienne de doses allant jusqu'a 1500 mg de 
vitamine C n'augmente pas le risque de calcul renal. Certaines publications font 
etat d'administrations de doses tres elevees par voie orale de I'ordre de 20 a 40 
grammes sans qu'il n'ait pu etre constate d'effet particulier. La 
pharmacocinetique de I'acide ascorbique explique que la prise de fortes doses 
de ce principe actif n'augmente ni la toxicite, ni le risque de formation de calculs 
renaux. En effet, ('absorption gastro-intestinale se fait par un transporteur Nan- 
dependant et est saturable. Pour 1 gramme de vitamine C, 75% est absorbe. 
Pour 5 grammes, 20% est absorbe. De plus, la transformation metabolique de 
I'acide ascorbique en oxalate est un phenomene limite : 1% de I'acide 
ascorbique urinaire est metabolise en oxalate (Campbell G.D., Steinberg M.H., 
Bower J.D., « Ascorbic acid-induced hemolysis in G-6-PD deficiency », Ann. Of 
inter. Med, 1975, 82(6), 810 ; Rees D.C., Kelsey H., Richards J.D.M., « Acute 
haemolysis induced by high dose ascorbic acid in glucoe-6-phosphate 
dehydrogenase deficiency », Br. J. Med. ; 1993, 306, 841-2). Ainsi, des quantites 
bien plus importantes que celles decrites precedemment peuvent etre absorbees 
sans risque par I'homme ou I'animal. 
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Les doses unities seront normalement admlnistrees une fois par sememe, 
mais en peut egalement envisager des administratiens plus rapprechees dans to 
temps, par example tous les 2 a 3 Jeers eu 1 a 5 fois par jour. Dans ee cas. les 
doses unitaires oemprennent typiquement 0,1 a 1 gramme de vltamine C. Les 
5 doses admlnistrees peuvent correspondre, selon un mode prefers, a une 
administration d'environ 250 mg par jour pendant 6 jours sulvie dune 
administration de 5 grammes le septieme Jour (deux comprimes de 2,5 grammes 
per exempto). Utilisation de vttamlne C dans le eadra du trattement des 
neuropathies peripheriques est de preference prolongs dans le temps, Cette 
,0 administration se traduit generalement par des cures prolongees dans le temps 
qui peuvent etre rapetees durant la vie du patient. II peut s'agir de cures de 
plusieurs mois. de preference de deux mois a six mois. Dans les cas les plus 
severas, cette prise de vltamine C peut se poursuivre pendant plusieurs annees 
voire toute la vie du patient. 

15 L'acide ascorbique ou see dSrivfe peuvent Sine absorbs en dehors des 

repas (avant eu apras) ou pendant ces derniers. L'administratien d'une 
composition selon .'invention a base de vttamlne C s'effectue preferablement par 
voie orale. Elle peut neanmeins egalement s'effectuer par voie enterale ou 
20 parenteral dans un vehicule approprie. La vltamine C se presente sous une 
forme (solide ou liquide) adaptee a une telle administration. La vttamlne C est en 
effet une molecule sensible a la lumiere et fecilement oxydable en particulier en 
milieu aqueux. En ravanche, dans un milieu anhydre, sa solubiltte est 
considerablement reduite. 
,5 La vltamine C utittsee dans ie cadre de la presente invention se presente 
avantageusement sous une forme solide. LorsquMI s'agit des sels de I acde 
ascorbique, ces derniers sont administres de preference sous une forme soluble 
dans I'eau ou dans toute autre boisson. Des alcools compatibles avec I'eau tels 
que le propylene glycol, le polypropylene glycol et le glycerol ont ete utiHses 
30 oomme vehicules capables d'augmenter .a stabilite de la vitamine C dans I eau 
[of. brevet US n° 4,983,382 (Wilmott et Znaiden)] et peuvent egalement etre 
utilises dans le cadre de la presente invention. 
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La vitamine C peut ainsi se presenter sous forme de solutions aqueuses 
contenant les doses unitaires indiquees precedemment, dans un vehicule de 
type alcool ou encore dans un vehicule isotonique ou sterile qui contient 
eventuellement des agents de dispersion et/ou des mouillants compatibles sur le 
plan pharmacologique. II est egalement envisageable d'associer I'administration 
de la vitamine C avec d'autres composes capables de potentialiser son action, 
tels que des derives ou des solutions tamponnees. Ces compositions sont 
conditionnees de maniere appropriee (gelule, solution injectable, comprime, etc.) 
pour permettre une administration orale, enterale ou encore une administration 
parenterale, par exemple une administration intraveineuse, intra-musculaire ou 
sous-cutanee, Introduction dans un dispositif de perfusion intraveineuse ou a la 
surface d'une membrane de dialyse, ou bien encore une administration par un 
systeme d'implant permettant la perfusion sous-cutanee. 

On peut egalement administrer les composes selon ('invention par voie 
rectale ou bien percutanee. Dans ce cas, les formes unitaires d'administration 
sont preparees de maniere conventionnelle selon les techniques classiques 
connues de I'homme du metier, avec les excipients couramment utilises dans ce 
domaine. 



Quelle que soit la voie d'administration choisie, des compositions a base 
de vitamine C preferee selon I'invention se presentent sous une forme favorable 
a la protection et a I'assimilation optimale du principe actif. 

L'invention concerne par ailleurs des outils et kit destines a la mise en 
oeuvre de I'une ou I'autre des methodes telles que decrites ci-dessus. 

Les proprietes avantageuses de la vitamine C dans le traitement des 
neuropathies peripheriques sont iilustrees dans la section suivante par des 
donnees pharmacologiques et des exemples qui doivent etre constderes comme 
illustratifs et non limitatifs. 
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j ci^FNtnFR PES FIGURES 

Figure 1 : Des males ages de 2 mois et provenant de deux fratries ont ete traites 
soit avec un placebo (4 animaux) soit avec de la vitamine C (6 animaux) pendant 
5 trois mois. Leurs performances au test du rotarod ont ete estimees tous les mo.s 
(a 3 mois, 4 mois et 5 mois). L'ecart type est represents par la partie superieure 
grisee de chaque colonne. 

Figure 2 : Une seconde serie d'essais pre-cliniques designes de maniere 
10 identique a ceux de la premiere serie (decrite dans la figure 1), a ete realisee. 
Les animaux ont ete testes apres un mois et deux mois de traitement en utilisant 
le test de la poutre (plus le temps mis par I'animal a parcourir le trajet est long ou 
bien plus il effectue de glissements, moins ses capacites locomotrices sont 
performantes). Les animaux ont egalement ete testes en utilisant le « grip test » 
15 qui mesure la force de traction necessaire a appliquer afin que I'animal lache la 
barre (plus elle est elevee plus I'animal est performant). 

Figure 3 : Des animaux traites par la vitamine C pendant trois mois (369 et 380) 
ou traites par un placebo ont ete sacrifies. Le nerf sciatique a ete preleve et le 
20 pourcentage de fibres myelinisees a ete estime par examen histologique et 
apparatt sur la figure en ordonnee de meme que les resultats d'un temoin non 
transgenique (plus de 95% des fibres nerveuses peripheries sont myelinisees 
chez I'adulte). 



25 MATERIELS ET METHOPES 
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La maladie de Charcot-Marie-Tooth (CMT) est la forme la plus frequente 
des neuropathies peripheriques hereditaires, affectant un individu sur 2500. 

Afin de mieux comprendre la physiopathologie de cette maladie et de 
proposer des solutions therapeutiques, un modele murin de cette maladie a ete 
construit en 1996 par transgenose d'un YAC humain contenant le gene PMP22 
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(Huxley et al., Human Molecular Genetics, 1996, Vol. 5, No. 5, 563-569). 
L'exploration de ce modele a montre sa pertinence par rapport a la maladie 
humaine (Huxley et al., Human Molecular Genetics, 1998, Vol. 7, No. 3, 449- 
458). L'action de la vitamine C a ainsi pu etre testee sur ce dernier. 

Un premier essai « ouvert » a ete effectue, sans critere d'inclusion, en separant 
simplement males et femelles afin de pouvoir deceler rapidement si un effet de 
correction phenotypique etait visible. Le critere retenu comme test de la force 
musculaire etait le test du rotarod, classiquement utilise en pharmacologie. 16 
femelles et 12 males transgeniques C22 ont ainsi ete testes comme temolns 
sans traitement (resultats presentes dans le tableau I). 



Tableau I : 





Animaux non traites 


Animaux traites 




Nombre 
d'animaux 


Secondes 
Sur la barre 


Nombre 
d'animaux 


Secondes 
Sur la barre 


Males 


12 


11.3+/- 13 


5 


46 +/- 14 


Femelles 


16 


25 +/- 8 


12 


45.7+/-10 


Non 

Transgeniques 


20 


60 







12 femelles et 5 males C22 ont ete traite avec la Vitamine C. Les resultats, 
exprimes en secondes, confirment que les males sont plus severement atteints 
(il existe meme une mortalite precoce des males dans cette lignee, puisque tous 
les males meurent avant rage de 10 mois). D'autre part, il apparait clairement 
qu'aussi bien les males que les femelles traites ont des performances au rotarod 
bien superieures a celles des animaux non traites. La correction semble partielle, 
au moins dans cet essai, car les males, aussi bien que les femelles, se 
retrouvent a un niveau de performance semblable et legerement inferieur a celui 
des temoins. 
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Ces premiers resultats tres encourageants ont conduit a effectuer une deuxieme 
serie d'experiences, effectuees comme un essai clinique humain, a savoir en 
double aveugle (Vitamine C contre placebo). 

Seuls les males (issus de deux fratries), puisque le degre de severite est sexe- 
5 specifique, ont ete inclus. la moitie etant traitee avec un placebo, I'autre moitie 
avec la vitamine C a raison d'1.12 mg administre par semaine en une seule fois. 
Le fait de n'inclure que les males est tres important car on sait qu'il existe, chez 
les patients, une grande variabilite de la severite de I'atteinte d'un sexe a I'autre, 
variabilite qui se retrouve egalement chez les modeles animaux utilises, chez 
10 lesquels semble exister un gene modificateur majeur ayant un impact sur la 
myelinisation. Le «fond genetique* semble ainsi jouer un grand role sur la 
severite du phenotype. II etait done legitime de travailler sur des individus issus 
d'une m§me fratrie. 
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Les animaux ont ete traites a partir de I'age de deux mois (le phenotype 
pathologie locomotrice apparaissant vers I'age d'un mois), a raison d'un gavage 
correspondant a l'administration d'1,12 mg par semaine, soit avec la Vitamine C 
soit avec le placebo. Les animaux ont ensuite ete etudies a I'aide du test au 
Rotarod. L'essai a dure trois mois (soit de I'age de deux mois a I'age de cinq 
20 mois pour les animaux). Les resultats sont presentes dans la Figure 1 . 

Ces resultats montrent que le premier mois de traitement n'est pas tres efficace, 
meme si la decroissance des performances au rotarod est moins importante 
pour les animaux traites que pour les temoins. Une amelioration spectaculaire 
est en revanche constatee des le deuxieme mois de traitement ; les animaux 
traites restant pres de 50 secondes sur la barre, alors que les animaux non 
traites n'arrivent pas a tenir du tout (des fratries au phenotype severe avaient ete 
selectionnees).Les performances des animaux s'ameliorent encore davantage 
au troisieme mois. 
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Devant ces resultats spectaculaires, le traitement des animaux avec de la 
vitamine C a ete maintenu et leurs performances ont ete suivies. Ces dernieres 
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ont continue a s'ameliorer, meme en tenant compte du vieillissement des 
animaux. De plus, les animaux non sacrifies (voir ci-dessous), ages de 24 mois, 
ne sont pas morts, montrant ainsi une correction du phenotype letalite male. 

Afin de confirmer ces resultats, et d'affiner le mecanisme de la correction 
phenotypique, un troisieme essai a ete realise. Deux tests ont ete mis en 
ceuvre : un test de posture (traversee d'une poutre de plus en plus fine) et un 
test de force musculaire, le "grip test". Les resultats sur deux mois de traitement 
sont presentes dans la Figure 2. II apparaTt clairement que les performances a la 
traversee de la poutre se degradent au premier mois, mais s'ameliorent au 
deuxieme, confirmant tout a fait les tests au rotarod. Quant au "grip test", il 
montre egalement une amelioration a partir du deuxieme mois de traitement. Ce 
test represente une bonne mesure de la force musculaire. Les resultats 
confirment done que le traitement a la vitamine C permet une recuperation de la 
force musculaire, probablement par reacquisition de muscles fonctionnels. 

Afin d'apporter des donnees sur le mecanisme de cette correction phenotypique, 
I'aspect anatomo-pathologique des nerfs des animaux traites a ete examine. 
Pour cela, un certain nombre d'animaux traites ont ete sacrifies, et une analyse 
histologlque effectuee. Le pourcentage de fibres nerveuses myelinisees 
augmente avec le traitement (Figure 3). II est de 95% pour les animaux non 
transgeniques, de 20/30% pour les souris C22 non traitees et de 70% pour les 
animaux traites. Le traitement reactive done la myelinisation, inhibee par la sur- 
expression de PMP22. 

Mecanisme moleculaire de la correction : 

Uexpression du gene PMP22 se trouve sous le controle direct de I'AMPc, par 
I'intermediaire de la fixation de CREB sur deux sites du promoteur du gene, 
situes a 1;5 kb du site d'initiation de la transcription. En I'absence d'AMPc, 
I'activite du promoteur minimal schwannien specifique (300 pb) est inhibee. Le 
traitement a I'aide d'AMPc permet de lever cette inhibition et de restituer 
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['expression du promoteur minimal. L'une des hypotheses envisagees etait 
qu'une utilisation d'une quantite au contraire reduite d'AMPc pouvait diminuer 
I'activite de ce promoteur et ainsi diminuer la sur-expression de PMP22. La 
severite du phenotype semblait par ailleurs dependre du niveau de sur- 
5 expression, avec un effet de seuil. En effet, une sur-expression de 70 % ne 
semble pas pathogene alors qu'une sur-expression de 100% (patients CMT1A) 
semble I'etre. Dans le cadre de la presente invention, les inventeurs ont teste 
Taction de la vitamine C sur le pool endogene d'AMPc et ont constate que la 
diminution de ce pool permettaitde diminuer I'expression de PMP22, de maniere 
10 a ce que son taux passe au dessous du seuil de pathogeneicite. Afm de tester 
cette hypothese des animaux traites pendant 3 mois avec de la vitamine C et 
des animaux de la meme frame auxquels avait ete administre un placebo ont ete 
sacrif.es. Les nerfs sciatiques ont ete preleves, I'ARN a ete extrait et le niveau 
^expression teste en PCR temps reel a I'aide d'amorces specifiques du transcrit 
15 humain. Les resultats montrent que le niveau depression de PMP22 est 
diminue apres le traitement par la vitamine C. Le nerf sciatique des souris non 
traitees contient huit fois moins d'ARN messager de PMP22 que celui des souris 
placebo, I'ARN 18S etant utilise comme temoin. 

20 La vitamine C corrige ainsi, au moins partiellement, la pathologie locomotrice de 
souris CMT, probablement en diminuant le niveau d'expression de PMP22. La 
vitamine C, etant par ailleurs bien connue, sa pharmacodynamique et sa toxicite 
(faible) ayant ete etudiees depuis longtemps, des essais cliniques de phase III 
impliquant cette molecule peuvent etre envisages de maniere a repondre a 

25 Tattente d'un traitement qu'expriment de nombreux patients atteints par cette 
pathologie. 



EXEMPLE 1 : 
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Un comprime effervescent secable contient environ : 
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INGREDIENTS 


FORMULE UNITAIRE (mg) 


Acide ascorbique 


250 


1 \J\J\J 


cnnn 
ouuu 


Acide citrique 


300 




ouuu 


Bicarbonate de 
sodium 




fiOO 


OUUU 


Carbonate de 
sodium anhydre 


so 




lUUU 


Citrate de sodium 


1 


4 


20 


Edulcorant 


5 


20 


100 


Arome 


20 


80 


400 


Agent colorant 


10 


40 


200 


Eau purifiee 


qs 


qs 


qs 



EXEMPLE 2 : 



5 Une solution injectable contient environ : 



INGREDIENTS 


FORMULE UNITAIRE (mg) 


Acide ascorbique 


500 


Phosphate monosodique dihydrate 


qs pH = 6.0 


Acide chlorhydrique 


qs pH = 6.0 


Eau p prej inj 


qs 5 ml 
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REVENDICATIONS 



5 
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1. Utilisation d'un modulateur de I'AMPc dans le cadre de la preparation d'une 
composition destinee a la prevention ou au traitement des neuropathies 
peripheriques. 

2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que le modulateur de 
I'AMPc est de preference un inhibiteur dudit AMPc. 

3. Utilisation selon la revendication 2, caracterisee en ce que I'inhibiteur de 
I'AMPc est la vitamine C ou un derive de cette derniere. 

4. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 3, caracterisee en ce que la 
15 composition est destinee a la prevention ou au traitement des neuropathies 

peripheriques d'origine hereditaire. 

5. Utilisation selon la revendication 4, caracterisee en ce que la composition 
est destinee a la prevention ou au traitement de la maladie de Charcot- 

20 Marie-Tooth. 

6. Utilisation selon la revendication 5, caracterisee en ce que la maladie de 
Charcot-Marie-Tooth correspond au type 1 (CMT1) de ladite maladie. 

25 7. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 3, caracterisee en ce que la 
composition est destinee a la prevention ou au traitement des neuropathies 
peripheriques d'origine non hereditaire. 

8. Utilisation selon I'une des revendications 3 a 7, caracterisee en ce que la 
30 vitamine C est choisie dans le groupe comprenant la vitamine C naturelle, la 

vitamine C synthetique et un melange de ces dernieres. 
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9. Utilisation selon l'une des revendications 3 a 8, caracterisee en ce que le 
derive de la vitamine C est choisi parmi les esters et les sels de la vitamine 
C. 

5 10. Utilisation selon la revendication 9, caracterisee en ce que le derive est 
choisi parmi I'ascorbyl palmitate, le dipalmitate L-ascorbate et leur melange 
ou parmi les derives glycosyles, mannosyle, fructosyle, fucosyle, 
galactosyl^, N-acetylglucosamine, N-acetylmuramique de I'acide ascorbique 
et leurs melanges, de preference l'ascorbyl-2 glucoside, le 2-O-alpha-D 
10 glucopyranosyl de I'acide ascorbique ou le 6-O-beta-D galactopyranosyl de 

I'acide L-ascorbique. 

1 1 . Utilisation selon la revendication 9, caracterisee en ce que le derive est 
choisi parmi les sels metalliques d'acide ascorbique phosphoryles, 
15 notamment les ascorbyl phosphates de metal alcalin, les ascorbyl 

phosphates de metal alcalino-terreux et les ascorbyl phosphates de metal 
de transition, de preference I'ascorbyl phosphate de magnesium ou encore 
les ascorbyl sulfates. 

20 12. Utilisation selon l'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que la composition regule I'expression de I'AMPc. 

13. Utilisation selon l'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que la composition diminue I'expression de I'AMPc. 

25 

14. Utilisation selon l'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que la composition regule I'expression de la proteine 
PMP22. 

30 15. Utilisation selon la revendication 14, caracterisee en ce que la composition 
diminue I'expression de la proteine PMP22. 
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16. Methode de preparation d'une composition destinee au traitement des 
neuropathies peripheriques caracterisee en ce que la composition 
comprend a titre de substance active un modulateur de TAMPc assimilable 
par I'homme ou I'animal, en association avec un vehicule acceptable sur le 

5 plan pharmaceutique. 

17. Methode selon la revendication 16, caracterisee en ce que le modulateur de 
I'AMPc est un inhibiteur dudit AMPc. 

10 18.Methode selon la revendication 17, caracterisee en ce que 1'inhibiteur de 
I'AMPc est I'acide ascorbique ou un derive de ce dernier assimilable par 
I'homme ou I'animal. 

19. Methode selon la revendication 18, caracterisee en ce que la vitamine C est 
15 choisie dans le groupe comprenant la vitamine C naturelle, la vitamine C 

synthetique et un melange de ces demieres. 

20. Methode selon la revendication 19, caracterisee en ce que composition 
comprend 250 milligrammes a 6 grammes de vitamine C ou d'un derive de 

20 la vitamine C. 

21. Kit destine a la mise en ceuvre d'une methode selon I'une des 
revendications 16 a 20. 
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LE(S) DEIVIAIMDEUR(S) : 

Universite de la Mediterranee - INSERM - AFM 



OESfGNE(NT) EM TAPST QU'lIWENTEURtS) : (Indfquex en haul a droite «Page W° S'ii y a plus de trois invetrteurs, 
utilise? un formulaire identique et numerates chaque page en indiquant Ie nombre total de pages). 



Nom 


FONTES 


Prenoms 


Michel 


Adresse 


Rue 


23, rue du Figuier 


Code postal et ville 


13710 |FUVEAU 


Societe d'appartenance (JacullnUj) 




Nom 


PASSAGE 


Prenoms 


Edith 


Adresse 


Rue 


Residence Ste Germaine, Bat E. 
1 7, Boulevard Ste Germaine 


Code postal et ville 


13012 | MARSEILLE 


Societe d'appartenance (facuttatij) 




Nom 


SANGUEDOLCE 


Prenoms 


Veronique 


Adresse 


Rue 


Residence Valmante, Bat G. 
151, Traverse Gouffonne 


Code postal et ville 


13009 MARSEILLE 


Societe d'appartenance ifacuUaUft 




DATE ET S 16 NATURE (S) 

DU (DES) DEMANDEUR(S) 

OU DU WIANDATAIRE 

(Worn et qualite du signataire) 

Ie 16juil!et2002 — y 

TEZIER HERMAN Beatrice 
n° 00-10000 





La lol n°78-17 du 6 janvier 1978 relative a I'informatique, aux fichlers et aux libertes s'applique aux reponses faites a ce formulaire. 
Elle garantit un droit d'acces et de rectification pour les donnees vous concernant aupres de riNPI. 





NATIONAL Ot 

la moraine 

INDUSTRIEIL8 



B HE VET D'ilW^TlOi^ 
CERTIFICAT D'UTILITE 

Code de la propriete intellectuelle - Uvre VI 



N* 11235-02 



DEPARTEMENT DES BREVETS 

26 bis, rue de Saint Petersbourg 
75800 Paris Cedex 08 



DESIGNATION DMNVENTEUR(S) Page N° 2. . / 2. . 
(Si le demandeur n'est pas I'inventeur ou 1'unique inventeur) 



Vos references pour ce dossier ] 

(facullatif) 


B0077FR 


N° D'ENREGISTREWIENT NATIONAL 




TITRE DE L'IMVENTlOW (200 caracteres ou espaces maximum) 

Compositions destinees au traitement des neuropathies pertpheriques, preparation et utilisations 


LE(S) DEMANDEUR(S) : 

Untversite de la Mediterranee - INSERM - AFM 


DESIGNE<NT) EN TANT OO'INVENTEUR(S) : (Indique* en hauf & drofte «Page N° S'iI y a plus de trois invefnieurs, 
utilisez un formulaire identique et nume>otez chaque page en indlquant le nombre total de pages). * 


Nom 


NOREEL 


PrSnoms 


Jean-Chretien 


Adresse 


Rue 


14, rue Negresko 


Code postal et ville 


13008 | MARSEILLE 


Societe d'apparter 


lance (Jamllatif) 




Nom 




Prenoms 




Adresse 


Rue 




Code postal et ville 




Societe d'apparte 


lance (facultattj) 




Nom 




Prenoms 




Adresse 


Rue 




Code postal et ville 




Societe d'apparte 


nance (facnf/atf/j 




DATE ET SIGWATURE(S) 
DU (DES) DEMANDEUR(S) 
OU DU MANDATAIRE 

(Mom et qualite du signataire) 

le 16juillet 2002 jft^^ z ^ 

TEZLER HERMAN Beatrice 
J n° 00-10000 





Elle garantit un droit d'acces et de rectification pour les donnees vous concernant aupres de HNPI. 



PCT Application 

FR0302236 



